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論文内容要旨
 【はじめに】
 ヒヨコ網膜より抽出同定されたvisininは分子量24,000datlon,等電点5,1の性質を持つ可溶性
 蛋白であり,免疫組織化学的に鳥類以下の網膜錐体細胞に特異的に局在している。また近年この
 vlslninのcDNAがクローニングされ,その1次構造からvisininはCa結合蛋白であることが明ら
 かにされた。我々は先に,鳥類以下の下等脊椎動物の松果体細胞の相当数にvisin圭n免疫活性が局
 在し,これを指標とした個々の松果体細胞の形状と発達によるその変化を報告してきた(Goto
 e七.aL,Arch.HistoLCytoL52:451～458(1989))。松果体は系統発生学的に網膜と同様,間
 脳の膨隆部として形成され,下等脊椎動物では未だ光受容能を保っているが,哺乳類になると内
 分泌器官へと変化を遂げる器官である。そこで本研究では,光受容細胞から内分泌細胞へと移り
 変わるちょうど中間点といわれる鳥類の松果体の光感受性はどのようになっているかを,松果体
 細胞のv面nin免疫活性を指標としてヒヨコ松果体において検討を加えた。
 【方法】
 雄ヒヨコおよび受精鶏卵を明暗交替環境下(明:暗=12h:12h)あるいは実験条件下(連続
 的明(4,000iux)および暗環境下)で飼育した。数羽については,麻酔下で両眼球を摘出後実
 験を行った。器官培養については,孵化直後のヒヨコより松果体を取り出し10%仔牛血清を含む
 DMEM(Dulbecco'smodifiedEagle'smedium)培養液中37℃で連続的明あるいは暗環境下で
 培養した。固定材料の正中矢状断切片上で免疫組織化学的にvlsinin免疫陽性細胞を検出し,いく
 つかの切片にはさらにOsO、固定を行い電顕観察を行った。dot-immunobloしによる解析では,3
 日間連続的明あるいは暗環境下で飼育されたヒヨコ松果体の可溶蛋白分画を培数希釈法にてニト
 ロセルロース膜にスポットし,visinin免疫反応を施してこの蛋白の発現量の半定量を行った。
 【結果】
 連続明環境下で孵卵された鶏胚松果体では,同日齢の明暗交替下および連続暗環境下のものに
 比べ,より多数のvisinin免疫陽性松果体細胞が出現したが,その免疫活性の最初の出現時期(孵
 卵14日目)に変化は認められなかった。孵化後1日の幼若なヒョコを連続明環境下で飼育すると,
 vlsinin免疫陽性松果体細胞はしだいに増加し,その数は実験開始後3日で最大に達した。一方,
 連続暗あるいは明暗交替下で飼育されたヒヨコ松果体では免疫陽性細胞の増加は認められなかっ
 た。陽性細胞の増加は松果体茎に近い近位部よりも遠位部でより顕著であった。ヒヨコ松果体に
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 おいて,既報のごとく(Gotoet、al、,Arch.His七〇LCyto1.52:451-458(1989))visinin免
 疫陽性細胞は濾胞細胞と傍濾胞細胞との2型に分類されるが,この2型の比率に明瞭な差は生じ
 なかった。陽性細胞の増加する連続明環境下飼育のヒヨコ松果体の電顕像は正常のものと比べ変
 化はなカ)つたが,同じ微細構造を持つ免疫陰性の松果体細胞も依然として観察された。連続明環
 境下で増加したvisinin免疫陽性細胞は,その後にヒョコを2日間連続暗環境下に置換しても減少
 することはなく,その高密度分布に変化はなかった。網膜からの光入力経路を遮断する目的で,
 両眼球を摘出したヒヨコを用いて非摘出群と同じ実験を行ったところ,眼球摘出群でも非摘出群
 と同じく,連続明環境下飼育のヒヨコ松果体ではvisinin免疫陽性細胞が著しく増加していた。摘
 出したヒヨコ松果体を器官培養にて同様の明暗実験を行ったが,invivOの実験と同'じく,連続
 暗下培養に比べ連続明下培養のヒヨコ松果体で免疫陽性細胞の増加が認められた。do七一immuno-
 bloしによる解析では,3日間の連続明と連続暗環境下飼育ヒヨコ松果体におけるvisinin蛋白発現
 量の差は約4～8倍であった。
 【考察】
 網膜錐体細胞に含まれて光受容になんらかの機能を担っていると考えられるvisininが松果体
 細胞に含まれ、その蛋白発現が連続明環境下で著明に増加することが本研究で初めて明らかにさ
 れた。松果体細胞への光情報の入力経路としては2っの可能性が考えられる:その1っは哺乳類
 に見られる網膜から視交叉上核を通って,上頸神経節節後線維を介するものであり,もう1っは
 下等脊椎動物で見られるように,体壁を通して直接松果体に遷した光を視細胞と類似の外節構造
 を持つ松果体細胞が感受する経路である。ヒヨコ松果体でのvisinin蛋白発現が眼球摘出後も外
 界の連続明環境下で増加し,さらに器官培養でも同様の結果が得られたことから,連続明環境下
 では,ヒヨコ松果体細胞自身が直接光を感受し,その情報にもとづいてvisinin合成が促進された
 のであると結論される。ヒヨコ松果体細胞は形態的にはもはや明瞭な外節構造は持たないが,光
 感受性に関しては,より下等脊椎動物の松果体細胞と同じ機構を持つと考えられる。これまで酵
 素活性の測定を基にしたニワトリ松果体の直接光感受性を示すいくつかの報告がなされてきたが,
 本研究はこの点に関してさらに新しい物質的証拠を提供した。
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 審査結果の要旨
 下等脊椎動物では網膜と類似の細胞構築を示して光受容器として作働する松果体は,哺乳類で
 はmelatoninを分泌する内分泌器官である。このような系統発生学的変化を遂げる松果体の本態
 を追求するには,この変化の移行点に相i当する鳥類が格好の研究対象であろう。本研究はこの点
 に着目し,ヒヨコ網膜由来で錐体細胞に局在するvisininと名づけられた分子量約24000のCa結合
 能をもつ蛋白の抗体を用いて,ヒヨコ松果体を調べた研究である。
 免疫組織化学的検索により相当数の松果体細胞がこの抗体に陽性反応を示した。その結果,従
 来の鍍銀法による光顕観察や通常の電顕観察では得られなかった個々の松果体細胞の詳細な形態
 が初めて明らかにされた。さらに,ヒヨコが成熟するにつれてその細胞形態が,最初は網膜視細
 胞類似の二極性伸長型から後に多極性放射型へと変貌することが初めて明確に示された。
 次に,飼育における明暗環境条件を変動させることによりこの蛋白の発現変動がおこるか,も
 しそれがおこるなら光の影響は眼を介する神経路を経て松果体に達するのか,あるいは頭蓋骨を
 通して直接松果体に及ぶのかを調べた。連続明条件でヒヨコを飼育すると,visinin免疫陽性細胞
 は連続暗および明暗交替条件のものに比べて著しく増加することが判明した。そして各条件での
 松果体のhomogenateをdot-immunoblo七法により半定量的解析し,その蛋白量増加が4-8倍で
 あることを示した。さらに両眼球摘出されたヒヨコでも同様の光による変化が松果体におこるこ
 と,そして摘出松果体のinvi七roでの光照射条件下での検索によっても,生体でと同様の変化が
 おこることを明らかにした。したがって,ヒョコ松果体細胞は外界の光を直接感受する能力をも
 ち,それによりvisinin産生を変動させていると結論した。
 これまでの電顕的研究により,ヒヨコ松果体細胞は網膜視細胞の光受容に特異的な構造であ
 る外節をもっていないことが知られている。そのようなヒョコ松果体細胞の直接光感受能は,
 mela七〇nin合成に関する酵素(serotoninN-ace七y1七ransferase)の活性変動を指標として示唆さ
 れてきた。本研究では,visininという網膜由来で光受容になんらかの重要な機能(細胞内Caと
 の結合と解離によるある種のチャンネルの開閉等)を担うであろう蛋白の産生が光の直接影響に
 より変動することから,鳥類松果体の直接光感受能を一層明確に証明できたといえる。
 静的観察である光顕と電顕による所見の呈示は正確精緻である。かっ細胞内現象の変動を組織
 切片所見に加えて組織homogena七eでの半定量をも試みて解析したので,その所見の信憑性は高
 い。そして導かれた結論は明解適切であり,松果体に関する今後の研究に大きな示唆を与えると
 見なされた。よって本論文は学位授与に価すると考えられる。
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